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  رویبر  ترانس تمام اسید رتینوئیک با درمانی شیمی داروهای سمیت فزایشا
 44DCهای سلول
 




  لیاردب يدانشگاه علوم پزشكگروه بیوشیمي، دانشكده پزشكي، -4
  لیاردب يدانشگاه علوم پزشكدانشكده پزشكي،  ،یو پاتولوژ يحیگروه علوم تشر-3
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 43/11/11 ، پذیرش:43/3/11 ، اصلاح:33/11/11دریافت: 
 
 خلاصه
تمایز نیافته بیان شده است. هدد  از ایدم مطالعده بررسدي  DC44های در مطالعات اخیر علت مقاومت تومور مری به داروهای شیمي درماني، وجود سلول سابقه و هدف:
  ها مي باشد.ها به شیمي درماني و همچنیم بهبود اثر سمیّتي آنبرای کاهش مقاومت تومور ″رتینوئیک اسید تمام ترانس″گری اثرات تمایز
جدا گردید. اثرات سدمیتي تیمدار رتینوئیدک اسدید بدا  ESYK-03از رده سلولي SCAMبا روش  DC44-و  DC44+های درایم مطالعه تجربي سلول مواد و روشها:
م فعالیدت یتعید ي بدا اسدتفاده از روشبررسدي و سدمیت سدلول  DC44-و DC44+فلورواوراسیل به طور مجزا بر روی دو گروه سدلولي -2سیس پلاتیم و رتینوئیک اسید با 
 اتیدیوم بروماید و فلوسایتومتری تعییم گردید. /متابولیكي، رنگ آمیزی آکریدیم اورنج
بیان شده بود. یافتده هدای حاصدل از روش فلوسدایتومتری نشدان داد کده تیمدار ترکید   03-ESYKدرصد از جمعیت رده سلولي  6/23 در 44DCشناساگر  ها:یافته
چنیم اثری را نشان ندداد . روش تعدیم فعالیدت  DC44-های ) اما در سلول<p5/25شد ( DC44+های یک اسید با داروها باعث افزایش توقف سیكل سلولي در سلولرتینوئ
 پتوز اولیده و ثانویده در سدلول هدایاتیدیوم بروماید افزایش درصد سلول های آپو /و رنگ آمیزی آکریدیم اورنج CI05مراه کاهش ه متابولیكي افزایش مرگ میر سلولي به
+
 ) <p5/25ایم اثرات فقط در ترکی  رتینوئیک اسید با سیس پلاتیم مشاهده شد. ( DC44-نشان داد اما در سلولهای  DC44
 DC44+هدای سدیل بدر روی سدلولفلورواورا -2نتایج ایم تحقیق نشان داد که رتینوئیک اسید تمام ترانس، باعث افزایش سمیت داروهای سیس پلاتیم و  گیری: نتیجه
 گردید.
 .شیمی درمانی ،DC44فلورواوراسیل،  -1، رتینوئیک اسید، سیس پلاتین، ESYK-03رده سلولی : های کلیدیواژه
 
                                                 
 دانشگاه علوم پزشكي اردبیل مي باشد. بیوشیمي بالیني دانشكده پزشكيرشته دانشجوی پایان نامه کارشناسي ارشد اسدالله عباسي  مقاله حاصل این 
 ذنيأدکتر محمد ممسئول مقاله:  *
 E-:liam ri.ca.smura@inazam.m                                    215-32554233 تلفم: .، دانشكده پزشكي، گروه بیوشیميلیاردب يدانشگاه علوم پزشكاردبیل، خیابان دانشگاه،  آدرس:
  مقدمه
سرطان مری هشتمیم سرطان شایع در دنیا و ششمیم علت منجر به مدرگ 
توان به مصدر  طان ميباشد. از عوامل موثر در بروز ایم سرها ميناشي از سرطان
) اخیدرا علدت عدود و رشدد مجددد 4و3دخانیات، الكل و بیماری بارتز اشاره کدرد.(
های بنیادی سدرطان در داخدل تومورهدا مطدر  تومورهای سرطاني را وجود سلول
 ای نشدان اند که نسبت بده عوامدل شدیمي درمداني مقاومدت قابدل ملاح دهکرده
مدي دهدد کده رتینوئیدک اسدید اثدرات  دد ). مطالعات اخیر نشدان 3و1دهند (مي
) که همراه بدا کداهش 2های بنیادی سرطاني دارد (تكثیری بر روی برخي از سلول
های بنیدادی سدرطان و در نتیجده کداهش بیان شناساگرهای سطح سلولي، سلول
به بررسي اثرات  ایهمكارانش در مطالعه و  uiL ).6قدرت تهاجم آنها بوده است (
 اوراسدیل در روفلو -2در حضدور داروهدای سدیس پلاتدیم و  مختلدفهای رتینوئید
 
ملانومدای  01F-61Bهای سرطاني بر روی رده سدلولي تهاجم و متاستاز سلول
پرداختند و نتایج آنهدا نشدان داد داخل و خارج از بدن موجود زنده  موش در شرایط
یش حساسدیت قبل از تجویز سیس پلاتیم باعث افدزا ،که درمان با رتینوئیک اسید
در شدرایط  .اوراسدیل شددروفلو -2و های سرطاني نسبت به سیس پلاتدیم سلول
در ریده  01F-61Bهای متاستاتیک ناشي از رده سدلولي ونيتعداد کل داخل بدن
ای روز بده طدور قابدل ملاح ده 54موش در اثر تجویز رتینوئیک اسید بده مددت 
سیس پلاتیم و رتینوئیک اسید  ندرما ترکی  دادکاهش یافته بود نتایج آنها نشان 
 ).7شدد (ای در اندازه و تعدداد تومورهدا در ریده مدوش سب  کاهش قابل ملاح ه
اثرات ترکی  تیمار رتینوئیک اسید تمام ترانس بدا سدیس  کهو همكارانش  gnuh
-CPN ,10WT-CPNبیندي (-پلاتیم را بر روی دو رده سلولي سرطان حلق
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 و همكاران اسدالله عباسي؛ 44DCهای سلولاثر رتینوئیک اسید همراه با داروهای شیمي درماني بر 
 
فولوژی بعد از تیمدار بدا ظل دت هدای پداییم سي کردند ارزیابي مورر) بر40WT
های متصدل رتینوئیک اسید نشان دهنده افزایش تعداد سلول معلق و کاهش سلول
سلول ها حالت مسطح و  ها شده بود )( باعث مرگ سلول در هر دو رده سلولي بود
هدای پداییم و تحدت تداثیر ظل دت ( تمایز یافته بودندد ) پهم به خود گرفته بودند
 ئیک اسید رشد سلولي در هر دو رده سلولي به طور قابدل ملاح ده ای مهداررتینو
ترکی  تیمار رتینوئیک اسید با سدیس پلاتدیم حداکي از  استفاده کاهش یافته بود.
های پاییم رتینوئیدک اسدید اثرات هم افزایي ترکی  تیمار بود استفاده تنها از رقت
مهمتدریم . )8شدده بدود ( سدیس پلاتدیم بدا ترکید  در هدم افزایديباعث اثرات 
 DC44شدود شناسداگر های بنیادی مری بیدان مديشناساگری که در سطح سلول
 ). 3است (
رتینوئیک اسید تمدام نتایج بدست آمده از مطالعات قبلي نشان داده است که 
بده  DC44+هدای بنیدادی سدرطاني تواند باعث القای تمدایز در سدلولمي ترانس
 DC44+شناسداگر  ANRmور قابل توجهي بیان طشده و به DC44-های سلول
 DC44+های سلول ).2های بنیادی سرطاني را مهار کند (را کاهش و تكثیر سلول
مقاومت بیشتری نسبت به عوامل شیمي درماني رایج  DC44-های نسبت به سلول
فلورواوراسیل دارند و سب  عود و رشد مجدد تومورهدا  -2از جمله سیس پلاتیم و 
 DC44+ي که هد  آنها سلولهای سدرطاني ی). بنابرایم انتخاب داروها2د(گردنمي
 باشد ممكم است باعث معالجه سرطان بدون نیاز به جراحي و برداشت بافت باشد.
در ایدم  DC44+هدای اسید بر روی سدلول رتینوئیک لذا با توجه به اثر تمایزگری




 هامواد و روش
ندو  طدر  از مطالعده تجربدي آزمایشدگاهي  مطالعه حا ر یدک: کشت سلولی
مداه در آزمایشدگاه فارمداکولوژی  6که طي مددت زمدان  باشدکاربردی بنیادی مي
سدلولي  یردهدانشدكده پزشدكي دانشدگاه علدوم پزشدكي اردبیدل انجدام گرفدت. 
پاسدتور ایدران  انستیتو ؤسسهن سلول سنگفرشي انسان) از م(سرطا 03-ESYK
محلول  %4و  سرم جنیم گاوی %54 حاوی IMPR-0461تهیه شد و در محیط 
و  ندکشت داده شدد )tsivoiB(شرکت  استرپتومایسیم /آنتي بیوتیک پني سیلیم
 ).54( نگهداری شد OC2 درصد 2 و 73˚Cدمای تحت  در انكوباتور
کدف  کشت داده شدده درلایه سلولي : SCAMروش جداسازی سلولی با 
دقیقده بدا  54شدده و بده مددت جدا ) ATDE-با روش آنزیمي (تریپسیم پلیت 
 54(شدامل:  DC44سدانتریفوژ شددند. محلدول آنتدي بدادی اولیده  5553 mpr
میكرولیتدر  53میكرولیتر محلول جدا کنندده +  58+  DC44میكرولیتر آنتي بادی 
دقیقده در یخچدال  54ه رسوب سدلولي ا دافه و بده مددت عامل مسدود کننده) ب
 5553 mprدقیقده بدا  54درجه سلسیوس انكوبه و مجددا به مددت  3-8تاریک 
میكرولیتر محلدول جددا  58سانتریفوژ شد. سپس محلول آنتي بادی ثانویه (شامل: 
میكروبید) به رسوب سدلولي ا دافه گردیدد و بده  EPمیكرولیتر آنتي  53کننده + 
دقیقه در یخچال انكوبه شد. مرحلده سدانتریفوژ تكدرار و رسدوب سدلولي  24مدت 
 citengaM= SCAMحاصل جهدت جداسدازی سدلولي در سدتون مینداطیس (
قرار داده شد و در پایان سلول های جددا شدده بدا  )gnitroS lleC detavitcA
 کشت داده شدند. SCAMتكنیک 
 SCAM اده از روش با استف 03-ESYK سلول های رده : گروهای تیمار
تقسیم شد سپس هر گروه به طور جداگانه به   DC44-و DC44+به دو گروه 
) تیمار با سیس پلاتیم به مدت 4چهار زیر گروه تقسیم و به ترتی  درمان های : 
) تیمار اولیه با 3ساعت  37فلورواوراسیل به مدت -2) تیمار با 3ساعت  37
ساعت  37مار با سیس پلاتیم به مدت رتینوئیک اسید به مدت شش روز سپس تی
-2) تیمار اولیه با رتینوئیک اسید به مدت شش روز سپس تیمار با 1و 
 ساعت را دریافت نمودند.  37فلورواوراسیل به مدت 
هدای زیدر بدرای تعیدیم ظل دت: تعیین غلظت زیر سمیت رتینوئیک اسید
، 5/23نوئیک اسدید(سمیت رتینوئیک اسید، مطالعه تیمار با ظل ت های مختلف رتی
و  DC44-هدای سداعت بدر روی سدلول 13)به مددت  33و  64، 8، 1، 3، 4، 5/2
+
درصد  52خانه انجام گرفت تا ظل تي که موج  مهار  63در پلیت های   DC44
محدیط اتمام دوره تیمدار  ساعت قبل از 1تعییم گردد.  ،فعالیت متابولیكي مي شود
 لاندا رندگ 53ط تازه عاری از سرم به همراه لاندا محی 584را خارج و  سلول روئي
پلیدت دوبداره انكوبده و  شدد.ا دافه  هاچاهکگرم بر میلي لیتر میلي 3/2 TTM
 دی متیل سولفات به هر چاهک ا دافه میكرولیتر 553سپس محیط آن را خارج و 
 572جدذب آن در طدول مدوج  در نهایدت هم زده شدددقیقه  54به مدت گردید و 
شد. ایم آزمایشات سه بار تكرار گردیدد و تگاه میكروپلیت ریدر قرائت نانومتر با دس
 52(ظل تي که موجد  کداهش   CI05میانگیم سه بار تكرار آزمایشات به صورت 
 34و  2/1شود) بدست آمد. در نهایت ظل ت هدای زیدر سدمیت درصد فعالیت مي
 و DC44-هدای رتینوئیک اسید به ترتی  برای تیمار ترکیبي با داروهدا در سدلول
+
 مورد استفاده قرار گرفت.  DC44
به مدت شدش روز در حضدور و  DC44+و DC44-های سلولترکیب درمانی: 
) کشدت داده شددند. 34و  2/1های زیر سمیت رتینوئیک اسدید(عدم حضور ظل ت
یک بدار شستشدو داده و بدا  SBP )enilaS reffuB tahpsohP( سلولها با
ها شمارش شد. تعداد جدا و با لام نئوبار سلول از کف فلاسک  ATDEتریپسیم 
خانه کشدت  63میكرولیتر در هر چاهک ازپلیت  554هزار عدد سلول در حجم  54
ها به کف پلیدت چسدبیدند. محدیط کشدت ساعت سلول 13از مجدد داده شد. بعد 
 فلورواوراسدیل-2های مختلف سیس پلاتدیم و میلي لیتر از ظل ت 553ها با سلول
سدداعت دیگددر  37جددایگزیم شددده و بدده مدددت  )64و  8، 1، 3، 4، 5/2 ،5/23(
خانده ای سده بدار تكدرار  63هدای  ). آزمایشات در پلیت7انكوباسیون ادامه یافت (
 گردید و در نهایت میانگیم سه بار تكرار آزمایشات گزارش گردید.
 enidircA( اتیگگدیوب برومایگگد /رنگگآ يمیگگكی يکریگگدین اورنگگ 
هزار سدلول در هدر  34تعداد : برای يپوپتوز )edimorB muidihtE/egnarO
 (با سه بار تكرار) و سپس طبق برنامده تیمداری ای کشت داده شدپلیت شش خانه
فلورواوراسدیل) -2ساعت با سدیس پلاتدیم و  37(شش روز با با رتینوئیک اسید و 
رم میكروگد 554تیمار گردیدند. پس از اتمام دوره تیمدار ندیم میلدي لیتدر محلدول 
اتیدیوم بروماید به هدر چاهدک ا دافه شدد. پدنج دقیقده بعدد بدا  /آکریدیم اورنج
نو  تیییدر  3میكروسكوپ فلوروسنت مدل المپیوس تصاویری تهیه شد. در تصاویر 
  :مورفولوژیكي را مي توان مشاهده کرد
هسته آنها متراکم و قطعه قطعده شدده بدود که سلولهای آپوپتوز اولیه، الف) 
. با هسته متراکم قرمز فلوروسنت و قطعه قطعه شدده آپوپتوز تاخیری سلولهایب) 
به رنگ زرد متمایل به قرمز و یدک دسدت و بددون قطعده  سلولهای نكروتیکج) 
هدای سدالم بدا رندگ سدبز پررندگ قابدل قطعه شدن هسته که همگدي از سدلول
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ویده و هدای آپوپتدوز اولیده و آپوپتدوز ثاندر نهایت تعداد سلول تشخیص مي باشند.
  نكروتیک شمارش گردید.
برای رنگ آمیدزی سدلولها جهدت ):yrtemotyC wolFفلوسایتومتری (
تهیده  SBPسدي سدي 52در  IPADگرم رنگ فلوسایتومتری محلول یک میلي
روز با رتینوئیدک اسدید و سدپس بده  6به مدت  DC44-و  DC44+شد. سلولهای 
مار گردید پس از شستشو بدا فلورواوراسیل ساعت تی-2با سیس پلاتیم و  37مدت 
تثبیت شد و به مدت یک سداعت در یخچدال  %57سي سي الكل  3توسط  SBP
بده سوسپانسدیون  SBPسدي سدي 7چهار درجه سلسیوس انكوبه گردید. سدپس 
سي سانتریفوژ و یک سي 5574 mprدقیقه با سرعت  54سلولي ا افه و به مدت 
زده شد. پنج دقیقده بعدد مراحدل محلول دپي به رسوب سلولي ا افه گردید و هم 
 مختلف چرخه سلولي با دستگاه فلوسایتومتری بررسي شد.
اسدتفاده  SSPSها از نرم افدزار جهت آنالیز آماری داده: هاتجكیه تحلیل داده
اخدتلا   گدزارش گردیدد. DS±naemدر تمامي مراحل داده ها به صورت شد. 
بدیم  واریدانس یدک طرفده تحلیدل های مختلف توسدط آزمدونآماری میان گروه
 <p5/25 و ) بررسدي شددykuT) و پس آزمدون تدوکي (AVONAآزمودني (




از رده  DC44+هدای : جداسدازی سدلولSCAMهدا بدا جداسازی سدلول
بده دلیدل رندگ  DC44+هدای با موفقیت انجام شد. سلول ESYK-03سلولي 
فیكواریتریم در زیر میكروسكوپ فلورسانس به رنگ ار با آمیزی با آنتي بادی نشاند
درصد از کل جمعیت  6/23 DC44+های ). سلول4قرمز مشاهده مي شوند (شكل 











  ESYK-03جدا شده از رده سلولی  DC44+های . سلول1شكل 
 
 
وش فعالیت متدابولیكي راستفاده از با   CI05 يارزیابتعیین فعالیت متابولیكی: 
دار که تیمار ترکیبي رتینوئیک اسید با سیس پلاتیم باعث افزایش معندينشان داد 
گدردد مدي DC44-و  DC44+هدای اثرات سمیت سیس پلاتدیم بدر روی سدلول
و افزایش مرگ میر سلولي همراه بدود. بدر خدلا   CI05) که با کاهش p<5/25(
فلورواوراسدیل تنهدا بدر روی -2ید بدا سیس پلاتیم، تیمار ترکید  رتینوئیدک اسد
  ).4) را نشان داد (جدول p<5/25افزایش اثرات سمیتي ( DC44+سلولهای 
فرایندد مدرگ در مطالعه حا ر، یافته هدای حاصدل از : مكانیسم مرگ سلولی
) و 3اتیددیوم برومایدد بررسدي شدد (شدكل  /سلولي با رنگ آمیزی آکریدیم اورنج
رکی  رتینوئیک اسید بدا سدیس پلاتدیم باعدث افدزایش نتایج نشان داد که تیمار ت
) امدا بدر روی p<5/25شدد ( DC44-و  DC44 +مرگ سلولي اولیه در سدلولهای
فلورواوراسدیل -2مرگ ثانویه اثری نداشت. از سوی دیگر ترکی  رتینوئیک اسید با 
باعدث افدزایش مدرگ سدلولي اولیده و ثانویده گردیدد  DC44+در سدلول هدای
 ).3چنیم اثری را نشان نداد (جدول  DC44-ر سلول های ) اما دp<5/25(
 
فلورواوراسیل قبل و بعد از -1 و سیس پلاتین IC05 .1جدول 
جدا  DC44-و DC44+های سلول با رتینوئیک اسید درينها ترکیب 





 03-ESYK رده سلولی   
 گروه 
 )Mµ (رتینوئیک اسید  14±3/6 6/81±5/3
 ) gµ( سیس پلاتیم 3/26±5/7 4/8±5/3
 )gµ( فلورواوراسیل-2 4/34±5/3 5/32±5/34
 )gµ( رتینوئیک اسید+سیس پلاتیمتیمار ترکیبي  5/72±5/24 a 5/37±5/33 a
 )gµ( فلورواوراسیل-2رتینوئیک اسید+تیمار ترکیبي  5/2±5/74 b 5/11±5/3
-2اختلا  معني دار نسبت به  b: ،)<p5/25ي دار نسبت به سیس پلاتیم (اختلا  معن a:
 )<p5/25فلورواوراسیل (
 
ثانویه سلولی، قبل و بعد از ترکیب -. درصد مرگ و میر اولیه2جدول






 )درصدکنترل( 4/6±5/88 5
 DC44
 مثبت
 )درصدرتینوئیک اسید( 3/3±5/66 4/3±5/33
 درصد)سیس پلاتیم( 8/6±5/3 3/3±5/88
 )درصد(فلورواوراسیل--2 34±4/4 2/6±4/3
 34/3±5/6a 2/3±5/3
رتینوئیدک اسید+سدیس تیمار ترکیبدي 
 )درصد(پلاتیم
 74±4/24 b 44±4/4 b
-2رتینوئیددک اسددید+تیمددار ترکیبددي 
 )درصد(رواوراسیلفلو
 )درصد(کنترل 3±5/72 5/6±5/33
 DC44
 منفی
 )درصدرتینوئیک اسید( 8/3±5/66 3/6±5/88
 )درصد(سیس پلاتیم 24/76±4/3 6±4
 )درصد(فلورواوراسیل--2 43±3/3 3/6±5/38
 53/3±3/7a 7/3±4/3
رتینوئیدک اسید+سدیس تبمار ترکیبدي 
 )درصد(پلاتیم
 33/6±4/3 54/6±5/3
-2رتینوئیددک اسددید+ر ترکیبددي تیمددا
 )درصد(فلورواوراسیل
-2 اختلا  معني دار نسبت به b: ،)<p5/25( سیس پلاتیم اختلا  معني دار نسبت به a:
 )<p5/25( فلورواوراسیل
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در ایدم مطالعده  آندالیز بررسی چرخه سلولی به وسیله فلوسگایتومتری: 
 G2و S، G1در مراحل  هاچرخه سلولي توسط فلوسایتومتری انجام و درصد سلول
 4محاسبه گردید (نمودارهای  xaM wolF cetraPچرخه سلولي با استفاده از 
و  G2/M). نتایج حاصل نشان داد که سیس پلاتیم باعدث توقدف در مرحلده 3و 
شد. تیمار ترکی  رتینوئیک اسید بدا  G1/Sفلورواوراسیل باعث توقف در مرحله -2
 DC44+باعث افزایش توقدف سدلول هدای  فلورواوراسیل فقط-2سیس پلاتیم و 
 هدای ) ولدي بدر روی  سدلولp<5/25بدون تیییر فاز توقفي گردید (هدر کددام 
-



















های در سلولاتدیوب بروماید  / با رنآ يمیكی يکریدین اورن  فلورواوراسیل-1و  بر روی افكایش مرگ و میر سولی سیس پلاتین رتینوئیک اسیدتاثیر  .2شكل 
 )×222(  ESYK-03جدا شده از رده سلولی DC44
 :AE ,sisorceN :N ,eviL :Lفلورواوراسیل-2رتینوئیک اسید تمام ترانس+: F فلورواوراسیل -2: E رتینوئیک اسید تمام ترانس+ سیس پلاتیم: D سیس پلاتیم: C رتینوئیک اسید تمام ترانس :B ل: کنترA
 sisotpopA etaL :AL ,sisotpopA ylraE
 








 )درصد(کنترل 31/3±3/3 74/8±4 33/3±4/3
 مثبت DC 44
 )درصد(رتینوئیک اسید تمام ترانس 12/1±4/14 13/1±5/8 43/35±4/34
 )درصد( سیس پلاتیم 33/1±5/7 63±4/3 42/1±3/4
 )درصد( فلووراوراسیل—2 42/3±3/8 84/12±1/2 53/4±4/7
 )درصد( رتینوئیک اسید تمام ترانس+سیس پلاتیم 33/3±3/4 2/8±4/3 16±3/3 a
 )درصد( فلورواوراسیل-2ام ترانس+رتینوئیک اسید تم 26±1 b 3/6±4/1 53/8±3/3
 )درصدکنترل ( 42/3±3/4 43/3±5/3 63/8±4/4
 منفی DC44
 )درصد( رتینوئیک اسید تمام ترانس 36/4±4/1 63/38±2/3 54±1
 )درصد( سیس پلاتیم 13/3±3/8 64/3±3/3 32/1±2
 )درصد( فلورواوراسیل—2 32/7±3/6 4/38±5/3 13/1±3/38
 )درصد( رتینوئیک اسید تمام ترانس+ سیس پلاتیم 33/7±4/3 3/54±4/3 26/8±3/3
 )درصد( فلورواوراسیل-2رتینوئیک اسید تمام ترانس+ 36/2±3/4 7±3/4 33/6±2
 )<p5/25( فلورواوراسیل-2 اختلا  معني دار نسبت به b: ،)<p5/25( سیس پلاتیم اختلا  معني دار نسبت به a:
  33                                                                                                                                                                                           6102 raM ;)3(81 ;icS deM vinU lobaB J













 فلورواوراسیل-1از داروی  فلورواوراسیل بر توزیع چرخه سلولی در مقایسه با استفاده تنها-1ار ترکیبی رتینوئیک اسید با . اثرات تیم1نمودار
-2ک اسید و ار شده با ترکی  رتینوئیتیمDC44 +: سلول هایA2فلورواوراسیل.  -2تیمار شده با  DC44+: سلول های A1، چرخه سلولي را نشان مي دهد) 2Gو سبز: مرحله  S، قرمز: مرحله 1G(آبي: مرحله 












 قایسه با استفاده تنها از داروی سیس پلاتینم . اثرات تیمار ترکیبی رتینوئیک اسید با سیس پلاتین بر توزیع چرخه سلولی در2نمودار 
 تیمار شده با ترکی  رتینوئیک اسید و سیس پلاتیم.DC44 +: سلول های A2تیمار شده با سیس پلاتیم.  DC44+: سلول های A1، چرخه سلولي را نشان مي دهد) 2Gو سبز: مرحله  1G(آبي: مرحله 
 تیمار شده با ترکی  رتینوئیک اسید و سیس پلاتیمDC44- : سلول هایB2  تیمار شده با سیس پلاتیم. DC44-: سلول های B1
 
 نتیجه گیریبحث و 
یافته های حاصل از ایم تحقیدق نشدان داد کده اسدتفاده از تیمدار ترکیبدي 
دار سدمیت دارو، درصدد رتینوئیک اسید با داروی سیس پلاتیم سب  افزایش معني
و افدزایش توقدف چرخده  DC44- و DC44+های آپوپتوز اولیه در سلولهای سلول
گردد. همچنیم تیمار ترکیبي رتینوئیک اسدید بدا مي DC44+های سلولي در سلول
داری سب  افزایش اثرات سمیتي دارو، درصدد فلورواوراسیل به طور معني-2داروی 
شدد.  DC44+های های آپوپتوز اولیه و ثانویه و توقف چرخه سلولي در سلولسلول
) ESYK-03های بنیادی سدرطان (رده هت جداسازی سلولج DC44شناساگر 
مورد استفاده قرار گرفت. ما در ایدم مطالعده بدرای اولدیم بدار  SCAMبا روش 
درصد کمي از سلول های بنیادی سدرطاني موجدود در رده سدلولي سدرطان مدری 
های ، بدیم صورت که نتایج بدست آمده نشان داد که از بیم جمعیته شدنشان داد
و همكدارانش بدا  oahZبدود.  DC44+ها درصد سلول 6/23مورد مطالعه  سلولي
، DC172، DC23های بنیدادی سدرطان از قبیدل بررسي شناساگرهای رایج سلول
 بر روی رده سلولي سرطان سنگفرشي مری مشخص  DC44 و DC09، DC331
 
 
اگرها همراه با تومورزایي بوده و سدایر شناسد DC44نمودند که تنها بیان شناساگر 
 ). 2یا بیان نشده و یا بیان آنها رابطه عكس با قدرت تومورزایي داشت (
 DC44-و  DC44+ساعته رتینوئیک اسدید بدر روی سدلول هدای  13تیمار 
هدای ای بر روی سدلولنشان داد رتینوئیک اسید اثرات  د تكثیری قابل ملاح ه
مالا به علدت  القدا  بیشتر بود که احت  DC44+جدا شده داشت که ایم اثر بر روی 
تمایز آنها مي باشد. مطالعات قبلي بدر روی سدرطان مدری نشدان داد کده از بدیم 
)، افدزایش سدطح بیدان RARαو  RARβهای مختلف رتینوئیک اسدید (گیرنده
-به وسیله رتینوئیک اسید باعث اثرات مهاری بر روی رشد سدلول RARßگیرنده 
ها با ظل دت هدای زیدر رکیبي داروتیمار ت .)44های سرطان سنگفرشي شده است(
هدای بنیدادی سمیت رتینوئیک اسید باعث کاهش قابل ملاح ده مقاومدت سدلول
نسدبت بده اسدتفاده بده  DC44+های بنیادی سرطاني سرطاني به خصوص سلول
همراه  CI05فلورواوراسیل شد که با کاهش -2تنهایي از داروهای سیس پلاتیم و 
سیل، ترکی  رتینوئیک با اسید سیس پلاتدیم اثدرات فلورواورا-2بود. در مقایسه با 
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بدا و همكدارانش  gnuHنشدان داد.  DC44-و  DC44+سمي بیشدتری را روی 
-رقدت تنها های سلولي سرطان حلق و بیني گزارش کردند کهمطالعه بر روی رده
 بدا ترکی  در افزایي همباعث اثرات  (یک میكرو مولار) های پاییم رتینوئیک اسید
های بالای ) ولي مطالعه ما نشان داد که استفاده از ظل ت8شود( مي تیمسیس پلا
تواند باعث افزایش اثرات سمیتي داروها شود که ممكم است به رتینوئیک اسید مي
مطالعده تیییدرات مورفولدوژیكي  های بنیادی سدرطاني باشدد.دلیل مقاومت سلول
مایدد نشدان داد کده تیمدار اتیدیوم برو /ها توسط رنگ آمیزی آکریدیم اورنجسلول
فلورواوراسیل سب  افدزایش -2های سیس پلاتیم و ترکیبي رتینوئیک اسید با دارو
هدا مدي گدردد در های آپوپتوز اولیه در مقایسه بدا اسدتفاده تنهدا از ایدم داروسلول
فلورواوراسیل تنهدا باعدث افدزایش مدرگ -2صورتي که ترکی  رتینوئیک اسید با 
و همكدارانش بدا  inasrilaDگردید. زهره  DC44+ول های سلولي ثانویه در سل
سیس رتینوئیک اسدید و ویتدامیم  -34فلورواوراسیل در ترکی  با -2بررسي اثرات 
بر روی رده سلولي سرطان سنگفرشي دهان با استفاده از روش تعییم فعالیدت  D3
 kcin PTUd esarefsnart lyditpelcunyxed lanimreT مت دابولیكي و
 -34فلورواوراسدیل و -2نشدان دادندد کده ترکید   )LENUT(gnilebal dne
هدای سدرطان سیس رتینوئیک اسید اثرات مهاری بیشتری را بر روی تكثیر سدلول
-2سنگفرشددي دهددان دارد و همچنددیم اسددتفاده از ترکیدد  رتینوئیددک اسددید و 
ا نشدان ای را نسبت به استفاده تنها از آنهفلورواوراسیل اثرات آپوپتوز قابل ملاح ه
-2مي دهد که ممكم اسدت ناشدي از اثدرات افزایشدي رتینوئیدک اسدید بدر روی 
مطالعده قبلدي بیدانگر . )34فلورواوراسیل در سرطان سلول سنگفرشي دهان باشد (
توانند با اختلال در چرخه سلولي، آن فلورواوراسیل مي-2ایم است سیس پلاتیم و 
) مطالعده حا در 34-24.(متوقدف نمایدد G1/Sو  G2/M، G0/G1را در مراحل
-2که تیمار ترکیبي رتینوئیک اسدید بدا سدیس پلاتدیم یدا  استمؤید ایم مطل  
 G1/S، G2/Mفلورواوراسیل سب  افزایش توقف سلولي به ترتی  در فداز هدای 
چنیم اثری مشاهده  DC44-شد ولي بر روی سلول های  DC44+در سلول های 
رکیبي درصدد سدلولهای متوقدف شدده را توان نتیجه گرفت که تیمار تنشد. لذا مي
ایدم مطالعده نشدان  سلول گردد. دهد بدون آنكه باعث تیییر فاز توقفيافزایش مي
-2سدیس پلاتدیم و داد که استفاده از ترکی  رتینوئیک اسید همراه بدا داروهدای 
اسیل مي تواند باعث افزایش اثرات  د سرطاني داروهدا در ظل دت هدای فلورواور
د معمول بر روی سلول های مقاوم به درمان شود. در نتیجه اسدتفاده پاییم تر از ح
از ایم روش مي تواند بعنوان یک ترکی  درماني جدید برای سرطان های دسدتگاه 
 گوارش مطر  و از عوارض جانبي داروها نیز بكاهد.
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: In recent studies, undifferentiated CD44 cells have been introduced as the 
major cause of chemotherapeutic drug resistance in esophageal cancer. In this study, we aimed to evaluate the effects 
of all-trans retinoic acid on reducing chemotherapeutic drug resistance and improving the associated toxic effects. 
METHODS: In this clinical study, CD44+ and CD44- cells were separated from KYSE-30 cell line, using magnetic-
activated cell sorting (MACS) method. The cytotoxic effects of retinoic acid treatment, combined with cisplatin and 5-
fluorouracil, were separately evaluated in two cell groups, i.e., CD44+ and CD44-. Cytotoxicity was determined by 
identifying cellular metabolic activity, acridine orange/ethidium bromide staining, and flow cytometry. 
FINDINGS: In this study, CD44 marker was expressed in 6.25% of the cell population in KYSE-30 cell line. The 
results of flow cytometry revealed that treatment with a combination of retinoic acid and chemotherapeutic drugs could 
improve cell cycle arrest in CD44+ cells (p<0.05), unlike CD44- cells. Determination of cellular metabolic activity, 
increased cell apoptosis along with decreased half maximal inhibitory concentration (IC50), and acridine 
orange/ethidium bromide staining were indicative of the increased percentage of primary and secondary apoptotic 
CD44+ cells. However, in CD44- cells, these effects were only observed by using a combination of retinoic acid and 
cisplatin (p<0.05). 
CONCLUSION: The present results showed that all-trans retinoic acid could increase the toxicity of cisplatin and 5-
fluorouracil in CD44+ cells. 
KEY WORDS: KYSE-30 cell line, Retinoic acid, Cisplatin, 5-fluorouracil, CD44, Chemotherapy. 
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